
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.7 APR.2011

鲍曼不动杆菌耐药性监测与碳青霉烯酶基因型研究
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摘要 目的：对鲍曼不动杆菌耐药性及碳青霉烯酶基因型进行研究，以指导临床合理应用抗生素。方法：收集青岛市海慈医疗集团
2009年 6月至 2010年 6月从临床分离的鲍曼不动杆菌 60株,用琼脂稀释法测定最低抑菌浓度(M IC) ,改良 Hodge试验检测碳青
霉烯酶，用 PCR法检测 OXA-23，OXA-24，OXA-58基因，并对 PCR产物进行测序。结果：①鲍曼不动杆菌检出率前两位是 ICU病
房和呼吸科病房，分别占 32.3％和 27.4％，多重耐药鲍曼不杆菌阳性率最高的是 ICU，为 70.6％（12/17），其次为呼吸科病房，为
35.0％（7／20），哌拉西林、哌拉西林 /他唑巴坦、头孢曲松、头孢他啶、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南、庆大霉索、阿米卡星、环丙
沙星、左氧氟沙星、加替沙星、头孢哌酮 /舒巴坦、氨曲南耐药率分别为 92.3%、55.4%、88.6%、86.3%、80.3 %、30.0%、35.0%、
76.6%、79.6 %、75.1%、87.1%、48.3%、42.0 %和 79.6%.②在 21株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌，有 14株碳青霉烯酶表型阳性，检
出率为 66.7%，有 18株 PCR扩增出 OXA-23基因，检出率 85.7％，全部菌株 blaOXA-24及 blaOXA-58PCR扩增均为阴性, PCR
产物测序表明与鲍曼不动杆菌（AY795964.1）blaOXA-23基因序列 100％同源。结论：鲍曼不动杆菌多重耐药性严重；表型和基因
型检测证实本院临床分离鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类耐药机制主要是产 OXA-23型酶。
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ABSTRACT Objective: To investigate antibiotic resistance and carbapenemases genotype in A cinetobacter baumannii, so as to
guide the rational use of antibiotics in clinical. Methods: A total of 60 clinical isolates were collected from June 2009 to June 2010 in the
Qingdao Hiser Medical Group .Agar dilution method was used to test minimum inhibitory concentrations(MICs)of 14 antibiotics, Hodge
test was used to detect carbapenemases, PCR was used to detect OXA-23，OXA-24，OXA-58 genes ,and the positive products of OXA
genes were sequenced. Results: ①The first and the second detection rate of A.baumannii is ICU ward and respiratory ward, which ac-
counted for 32.3% and 27.4%, the highest positive rate of Multi-drug resistant A.baumannii is ICU, 70.6% (12/17), followed by respirato-
ry ward, 35.0% (7 / 20). the resistance rates of 60 isolates to piperacillin, piperacillin / tazobactam, ceftriaxone, ceftazidime, cefepime,
imipenem, meropenem, Gentamicin , amikacin, ciprofloxacin, levofloxacin, gatifloxacin cefoperazone / sulbactam and aztreonam, were
92.3%, 55.4%, 88.6%, 86.3%, 80.3%, 30.0%, 35.0%, 76.6%, 79.6%, 75.1%, 87.1% 48.3%, 42.0% and 79.6% respectively. ②In the 21
strains of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii，carbapenemase phenotypic testing results showed that the posive strains were
14，the detection rate of which was 66.7%.18 strains detected OXA-23 gene, the detection rate of which was 85.7％. All strains were not
detected blaOXA-24 and blaOXA-58 genes. The sequenced results were absolutely homology with blaOXA-23 gene. Conclusion: The
multi-drug resistance phenomenon of Ab are serious; Phenotype and genotype test confirmed the mainly mechanism of carbapenem-resis-
tant Acinetobacter baumannii are producing OXA-23-type enzyme in our hospital.
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前言

鲍曼不动杆菌是重要的医院感染病原菌,在发生于下呼吸
道医院感染的革兰阴性病原菌中,其仅次于大肠埃希菌和铜绿

假单胞菌,居第三位[1]。且鲍曼不动杆菌的耐药性呈上升趋势,
尤其是出现了碳青霉烯类抗生素耐药菌株,给临床治疗带来很
大挑战。本研究旨在对本院鲍曼不动杆菌耐药性及碳青霉烯酶
基因型进行研究，为临床防治提供依据。

1材料与方法

1.1 菌株来源
收集 2009年 6月至 2010年 6月青岛市海慈医疗医院分
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Source

The number of AB▲ The number of MDRAB●

Strain amount Constituent ratio(%) Strain amount Constituent ratio(%)
Relevance ratio of the

department(%)

ICU 32 53.3 20 76.9 62.5

Pneumnology department 14 23.3 4 15.4 28.6

表 2 鲍曼不动杆菌来源分布
Table 2 The source distribution of A cinetobacter baumannii

离的鲍曼不动杆菌 60株（同一患者无重复菌株）。菌株来源为：
痰液、血液、尿液、分泌物。所有菌株均由 VITEK2-compact微生
物鉴定系统 GNI卡鉴定。
1.2 主要仪器及试剂

VITEK2-compact 全自动微生物鉴定仪（法国生物梅里
埃）；PTC－200型扩增仪（美国伯乐）；Tanon EPS-100型电泳仪
（北京原平皓生物技术有限公司）；MIT-P型多点接种仪（日本
Sakuma）；细菌浊度仪（英国 Oxiod公司）。实验中所用抗菌药
物：左氧氟沙星、环丙沙星、加替沙星、哌拉西林、哌拉西林 /他
唑巴坦、头孢哌酮 /舒巴坦、头孢吡肟、头孢他啶及头孢曲松均
购自中国药品生物制品检定所；阿米卡星、庆大霉素、氨曲南、
亚胺培南及美罗培南购自杭州默沙东公司 ；厄他培南纸片

（ETP）及MH粉剂均购自英国 Oxoid公司；PCR反应体系及引
物均来自上海赛百盛基因技术有限公司。以本实验室保存的铜
绿假单胞菌 ATCC27853和大肠埃希氏菌 ATCC25922作为质
控菌株。
1.3 抗菌药物敏感试验
采用琼脂稀释法检测菌株对 14种抗菌药物的最低抑菌浓
度( MIC)，实验方法及结果判断标准参照 CLSI2008年版。
1.4 碳青霉烯酶表型检测
根据药敏结果筛选出对碳青霉烯类药物耐药的鲍曼不动

杆菌，采用 Jeon等[2]报道的改良 Hodge试验方法。即取单个菌
落接种于 L-B液体培养基中，在 35℃震荡并培养过夜。把配制
好的 0.5 麦氏单位的大肠埃希菌 ATCC25922 涂于 MH 平板
上，等菌液干后在平板中央贴厄他培南纸片，然后挑取 L-B培
养基中已培养好的菌株从纸片外缘向平板边缘划一直线，置

35℃细菌培养箱过夜。产碳青霉烯酶的菌株会在厄他培南抑菌
圈内呈现矢状生长。
1.5 OXA酶基因检测
采用热裂解法提取模版，blaOXA-23、blaOXA-24引物及

反应条件参照文献 [3]：blaOXA-58引物及反应条件参照文献[4]，

PCR引物、序列及大小（表 1）, PCR产物经琼脂糖凝胶电泳，

紫外灯下观察结果并用凝胶成像仪照相保存结果。
1.6 PCR产物测序

PCR产物采用 Sanger双脱氧链终止法进行双向序列测定,
由上海英骏生物技术有限公司 ABI 377全自动 DNA测序仪完
成。结果在 GenBank基因库中比对分析(http://www.ncbi.ulm.
nih.gov/blast)。

2 结果

2.1 菌株科室分布
共分离到鲍曼不动杆菌 60株，检出率以 ICU病房最高，占

总数的 53.3％（32／60）；其次为呼吸科病房，占 23.3％（14／
60）。多重耐药鲍曼不动杆菌主要分布于 ICU病房及呼吸科，
分别占总数的 76.9％和 15.4％，尤其 ICU病房中 62.5％鲍曼不
动杆菌都呈现多重耐药性（表 2）。
2.2 药敏结果
分离的 60株鲍曼不动杆菌对 14种抗生素药敏检测结果

（表 3）。
2.3 碳青霉烯酶表型检测结果
在 21株耐碳青霉烯类药物的鲍曼不动杆菌中有 14株碳

青霉烯酶表型试验阳性，检出率为 66.7%（14/21）。在阳性的 14
株中有 10株矢状线非常明显，药敏显示对亚胺培南和美罗培
同时耐药，其余 4株仅对美罗培南耐药。有 7株碳青霉烯酶表
型试验阴性，未检出碳青霉烯酶。
2.4 PCR扩增结果
在 21株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌，有 18株 OXA-23基

因 PCR扩增到大小一致,约 1000 bp的条带，3株阴性，检出率
为 85.7%; OXA-24及 OXA-58基因 PCR扩增电泳结果均没有
出现条带,故全部菌株 blaOX A-24及 blaOX A-58PCR扩增均
为阴性。以上所有结果均重复两次以上,结果均相同（图 1）。
2.5 PCR产物测序结果
经比对，OXA23 扩增产物序列与耐药基因 blaOXA23

（GenBank AY795964．1）序列 100％一致。

表 1 PCR引物序列
Table 1 The sequences of primers used for PCR

Primer Sequence( 5' - 3') Product size/bp

blaOXA-23 R: TCACAACAACTAAAAGCACTGT 1058

F :GATGTGTCATAGTATTCGTCGT

blaOXA-24 R: TTAA ATGATTCCAAGATTTTCTAGC 825

F :ATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC

blaOXA-58 R: TAACCTCAAACTTCTAATTC 934

F: TTATCAAAATCCAATCGGC
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3 讨论

随着临床上越来越广泛地使用各种新型广谱抗生素,鲍曼

不动杆菌在临床上的检出率及对各种抗生素的耐药率呈逐年

上升趋势,近几年甚至出现了对亚胺培南等碳青霉烯类药物耐
药的菌株,给临床治疗带来新的挑战。鲍曼不动杆菌的耐药机
制包括外膜孔蛋白的丢失、外排泵的激活、青霉素结合蛋白的
改变,而最重要的是碳青霉烯酶的产生[5]。

2009年 6月至 2010年 6月青岛市海慈医疗集团分离的
鲍曼不动杆菌 60 株，检出率以 ICU 病房最高，占总数的
53.3％（32／60）；其次为呼吸科病房，占 23.3％（14／60）。ICU
收治的患者均病情危重,住院时间较长且侵入性操作较多,加
之长期大量使用各类抗生素;而呼吸科收治的大多为老年患者,
这些病人均有基础病,且抵抗力低下,加之也长期大量的使用抗
生素,上述原因使这两个科室鲍曼不动杆菌的医院感染率明显
高于其他病房。其次青岛市海慈医院检出的鲍曼不动杆菌耐药
性强，环丙沙星、左氧氟沙星、加替沙星耐药率为 75.1%、
87.1%、48.3%，哌拉西林、哌拉西林 / 他唑巴坦耐药率为
92.3%、55.4%，头孢曲松、头孢他啶、头孢吡肟、头孢哌酮 /舒巴
坦耐药率为 88.6%、86.3%、80.3 %、42.0 %，庆大霉索、阿米卡
星为 76.6%、79.6 %，氨曲南、亚胺培南、美罗培南耐药率为
79.6%、30.0%、35.0%，这与 2008年 CHINET监测的结果基本

表 3 60株临床分离鲍曼不动杆菌对 14种抗菌药物的药敏检测结果（%）
Tab 3 the susceptibility test results of 60 isolates to 14 kinds of antibiotics

Drugs R% I% S%

Piperacillin 92.0 2.5 5.5

Piperacillin／tazobactam 55.4 22.4 22.2

Ceftriaxone 88.6 9.5 1.9

Ceftazidime 86.3 2.1 11.6

Cefepime 80.3 11.0 8.7

Imipenem 30.0 7.0 63.0

Meropenem 35.0 9.0 56.0

Gentamicin 76.6 1.2 22.2

Amikacin 79.6 3.5 16.9

Ciprofloxacin 75.1 3.0 21.9

Levofloxacin 87.1 5.1 7.8

Gatifloxacin 48.3 26.0 25.7

Cefoperazone／sulbactam 42.0 23.8 34.2

Aztreonam 79.6 0.5 19.9

Note:M, DNAMarker;1:negative control:9:positive control:3:Imipenem and meropenem both sensitive Ab.

2, 4:Sensitive to imipenem,but meropenem resistant Ab.；6-8 :imipenem and meropenem resistant Ab

Note :▲Acinetobacter baumannii；●multi-drug resistant Acinetobacter baumannii

Generalsurgerydepartment 6 10.0 1 3.8 16.7

Military surgery 5 8.3 1 3.8 20.0

Dermatologicaldepartment 1 1.7 0 0.0 0.0

Others 2 3.3 0 0.0 0.0

Total 60 100.0 26 100.0

图 1 OXA-23PCR产物电泳结果
Fig1 Electrophoresis result of OXA-23 PCR product
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一致[6]，也与其他学者报道基本一致[7-8]。检到的 26株多重耐药
鲍曼不动杆菌中，以 ICU病房检出率最高，占 76.9％（20／
26）；其次为呼吸科，占 15.4％（4／26）。ICU病房分离的鲍曼不
动杆菌中，多重耐药菌占 62.7％，耐药性极其严重。OXA23型
苯唑西林酶（oxacillinases）属于 D类β-内酰胺酶，能水解头孢
菌素类及碳青酶烯类抗生素，是引起鲍曼不动杆菌多重耐药的

主要原因之一[9-12]。本实验采用 Jeon等改良 Hodge试验检测碳
青霉烯酶，结果有 14株表型试验阳性，检测到碳青霉烯酶。依
据药敏检测结果显示，对碳青霉烯类药物耐药的有 21株，即有
7株虽对亚胺培南和（或）美罗培南耐药，但表型试验却是阴性
的，即未检测到碳青霉烯酶。究其原因可能是鲍曼不动杆菌在
体外试验中产酶活性非常弱，以至于用改良 Hodge试验检测不
到；或者是青霉素结合蛋白改变、药物主动外排和膜孔道蛋白
缺失中的 1种或多种机制共同作用的结果。在 21株耐碳青霉
烯类鲍曼不动杆菌，有 18株检测到 OXA-23基因，检出率为
85.7%，说明产 OXA-23型碳青霉烯酶是本院耐碳青霉烯类药
物鲍曼不动杆菌的主要耐药机制。这与国内外学者的报道基本
相符[13-16]。本试验中有 4株基因检测阳性但表型阴性，碳青霉烯
酶表型检测结果与基因检测结果的差异可能是由于碳青霉烯

酶基因前面调控序列的缺失，使具有生物活性的碳青霉烯酶不

能表达，也有可能是基因在转录或转录后加工修饰过程中存在

着缺陷，使碳青霉烯酶活性降低或根本无活性。有 3株耐碳青
霉烯类鲍曼不动杆菌 OXA-23、OXA-24 及 OXA-58 基因均未
检出，提示本院耐碳青霉烯类药物鲍曼不动杆菌的耐药机制，

除了产碳青霉烯酶以外,极有可能是青霉素结合蛋白改变、外
膜蛋白缺失和外排泵等[17-18]多种机制共同作用的结果。因此有
一部分 blaOXA 阴性的耐药株, 其耐药机制还有待进一步研
究。
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